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得られるペプチドを予測し、それら全ての MS/MS 条件を設定する predicted 











(アミノ酸 585、66.5 kDa、半減期 19 日、血中タンパク質の 60%) をモデルタンパ
ク質とした修飾解析を試み、pSRM 法の有用性を検証した。  
実験デザイン：想定し得るトリプシン消化後の全ての薬物修飾ペプチドに対して
pSRM を行った。①スクリーニングを目的とした pSRM 条件は：Q1＝求核性アミノ
酸残基  (Lys、Cys、および His) を含むペプチドのモノアイソトピック質量＋Δ 値  
(別途トラッピング法などより求めた薬物修飾による質量変化 ) から予想される 2~4
価イオン、Q3＝各ペプチドの b 2 および y 2 イオンとした。②同定を目的とした
pSRM 条件は：Q1＝スクリーニングで検出した値、Q3＝各修飾ペプチド候補の全
ての b および y 系列イオンと、修飾を想定した b+Δ および y+Δ イオン系列とし
た。試料は、HSA と反応性代謝物をインキュベーション後  (モル比 1:10、37 °C、
24 h)、常法により還元アルキル化、トリプシン消化した物を用いた。 
結 果 と考 察 ：モデル反 応 性 代 謝 物 の ketoprofen-N-hydroxysuccinimidyl 
ester (ketoprofen-glucuronide の等価体 ) および N-acetyl-p-benzoquinone 
imine (acetaminophen の酸化体 ) との反応では、それぞれ 11 か所  (Lys 137,  
195,  199,  212,  351,  402,  432,  436,  525,  536,  and 541 ) と 1 か所  (Cys 34 ) の修飾部位を検
出し (Fig. 1A)、同定できた。本手法では、煩雑な SRM の設定と 2 度の分析を必
要とするが、従来法  (フルスキャンとデータディペンデント MS/MS の組合せ) によ





Figure 1. Analyses of  ketoprofen-modif ied HSA after tryptic digestion.   
(A)  Proposed strategy (1 s t  pSRM for screening, Lys channel) .  (B)  Common ion trap 
MS strategy ( for  comparison,  TIC) us ing s lower gradient.  Arrows in (B) ind icate the  
retent ion t imes of  three major modif ied pept ides found in (A).  (a)  A 5 3 9 TK*EQLK 5 4 5 ;  
(b)  K 1 3 7 *YLYEIAR 1 4 4 ;  (c)  A 2 1 0 FK*AW AVAR 2 1 8 .  An aster isk  indicates a s i te of  
modif icat ion.  
【 (II) ３ステップの条件最適化と類縁抗体を内標準物質に用いた抗体定量




ド) の LC-MS 法による検出も試みられているものの、ペプチドの選定、安定同位
元素標識した内標準物質の調製などの問題を抱えている。そこで、迅速かつ安価







ハイスループット化を考慮し高流速で使える LC カラム (core-shell 型 C18) を用
い、グラジエントおよび前処理  (Pellet digestion 法 ) は、一般的かつ汎用性の高
い条件に固定し、さらなる検討は行わなかった。内標準物質には、サロゲートペプ
チドのアミノ酸配列と高い相同性  (50%以上 ) を有するペプチドを与える抗体を選
定した。  
結果と考察 ：市販の 4 抗体  (Infliximab、Ofatumumab、Alemtuzumab、およ
び Bevacizumab) を検討した。その結果、一台の定量用三連四重極型 MS で、
サロゲートペプチドの選定と MS/MS 条件の最適化が 3 回の注入のみで可能であ
り、一日で分析法を構築できた。本法で構築した定量法は、相同性の高い組合せ
を用 いる場 合 、定 量 精 度 ・正 確 度 ・検 量 線 の相 関 係 数 ともに満 足 であった  
(%CV<20%, %RE<±20%, n=6; r 2 >0.99, n=1) (Table 1) 。 ち な み に 、
Bevacizumab の測定に、相同性の低い (0%) Ofatumumab 由来のペプチドを




影響など全工程のばらつきをも補正可能と考える。   
Table 1. Summary of calibration curve, accuracy, and precision.   
Cal ibrat ion curves were prepared as fol lows: Inf l ix imab and Bevacizumab, 1–500 
μg/mL; Alemtuzumab, 5–500 μg/mL. *Homology was calculated by the number of  
amino acids on the surrogate pept ides (SP) of  ant ibodies (mAb) between analyte 
and internal  standard. **NT indicates “not tested”.  ***S 9 2 NWPITFGQGTR 1 0 3  




質量分析を用いたタンパク質解析方法として pSRM 法を考案した。(I) で実施

















[1] Osaki , Goto, Lee, Oe: Anal. Biochem., 449, 59 (2014). 





%RE r2 %RE r2 %RE r2 %RE r2
16.9–19.4 0.994 13.4–17.5 0.993 14.0–15.1 0.993 21.9–5.6 0.990
Conc. %RE %CV %RE %CV %RE %CV %RE %CV
3 μg/mL 1.9 7.9 **NT NT 13.8 13.1 14.2 13.3
30 μg/mL 2.0 7.2 3.7 10.0 9.0 3.5 20.3 2.5
300 μg/mL -1.6 9.0 3.1 9.2 16.9 5.2 33.4 12.0
Analyte
Infliximab Alemtuzumab Bevacizumab
G44LEWVAEIR52 L46LIYNTNNLQTGVPSR61 V46LIYFTSSLHSGVPSR61 V46LIYFTSSLHSGVPSR61
Bevacizumab
L46LIYNTNNLQTGVPSR61 ***S92NWPITFGQGTR103
*Homology 67% 63% 63% 0%
Internal
standard
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薬物修飾を pSRM でスクリーニングする方法論構築を企てた。その結果、HSA とモデル
代謝物  (ketoprofen-N-hydroxysuccinimidyl ester, ketoprofen-glucuronide 等価体 ; 
N-acetyl-p-benzoquinone imine, acetaminophen 酸化体) の反応から、それぞれ 11 か所 
(Lys137, 195, 199, 212, 351, 402, 432, 436, 525, 536, and 541) と 1 か所 (Cys34) の修飾を同定し、共有結合
能・修飾位置を解析できた。本手法では、大量の非修飾体を排除できる選択性から、デー
タマイニングが容易であった。本法は、血清中 HSA 測定による副作用評価、更に肝ミク
ロソーム系の CYP へ応用した mechanism based inhibition 解析も可能である。 
II.３ステップの条件最適化と類縁抗体を内標準物質に用いた抗体定量法構築の迅速化：抗
体など高分子医薬品の定量に、コスト・構築時間に難のあるリガンド結合法に代わり、酵
素消化後の分析対象ペプチド (サロゲートペプチド) の LC-MS 分析が試みられている。し
かし、内標準物質を含むペプチドの選定や標品調製に同様の問題を抱える。そこで、定量
法構築の迅速化を目標に、pSRM を用いた３ステップ条件最適化、および内標準物質とし




あり (%CV<20%, %RE<±20%, n=6; r2>0.99, n=1)、従来問題であった回収率・吸着・酵
素消化効率の影響など全工程のばらつきも補正可能と考える。本アプローチは、ペプチド
標品や安定同位元素標識体も要せず、コスト面の改善もできた。 
以上、大﨑史雄氏は、pSRM の有用性を示し、創薬研究へ直接応用可能な方法論も構築
した。よって、本論文は博士（薬科学）の学位論文として合格と認める。 
